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RESUMEN 
Una combinación de fosfatidiletanolamina sintético y colesterol ha sido utilizada para for-
mar lip o somas de tipo multilamelares grandes, los cuales en su interior contienen molécu-
las de la toxina alfa de Clostridium perfrineens tipo A . Estos liposomas (L-TA) fueron 
aplicados I.M. a ratones Balb/c cada 7 días en tres ocasiones a una dosis de 3 ng de TA en 
liposomas por animal. Una semana después de la última aplicación, los ratones fueron desa-
fiados con 5 LD50. Esta inmunización protegió contra los efectos letales de la toxina, a 2/3 
de los ratones utilizados en el desafío, durante las primeras 24 h . Sin embargo después de 
72 h solo 1/3 de los animales sobrevivieron. Durante el proceso de inmunización no se ob-
servó signos clínicos de algún daño por la toxina en los ratones. 
SUMMARY 
Cholesterol and synthetic L-A-phosphatidylethanolamine dilauroyl has been used to make 
multilamellar liposomes, containing Clostridium perfrineens type A alpha toxin. These li-
posomes (L-TA) were weekly injected I.M. into Balb/c mice tree times at dosage 3 ng of 
alpha toxin in liposomes per mouse. One week later after the last application, immunized 
mice were challenged I.V. with 5 LD 50. After 24 h 2/3 of mice survived. However after 72 
h only 1/3 of animals were alive. During the immunization procedure no clinical signs of 
damage by the toxin were detected. 
xn 
INTRODUCCIÓN 
Clostridium perfringens. es una bacteria anaerobia habitante común en el suelo y el 
intestino del hombre y animales (Cato et al. 1986) El tipo A, (CPA) es responsable de la 
enfermedad del pasto, la colitis necròtica y la enterotoxemia del caballo (Logan et al., 1991), en 
humanos del envenenamiento alimentario (Lyristis et al., 1994 & Hauschild et al., 1971), así 
mismo se ha sugerido la participación de la bacteria y sus toxinas en la patogénesis del 
síndrome de muerte súbita infantil (SIDS sudden infant death syndrome) (Murrell et al.,1993). 
El CPA pertenece al grupo de armas biológicas utilizadas en los conflictos bélicos de los 
últimos años y no se reconoce o acepta la existencia de una vacuna para proteger a los soldados 
contra la infección por la bacteria (Nicolson et al., 2000). 
Por su parte la toxina a (TA) se considera el principal mecanismo de infección por el 
CPA (Ninomiya et al., 1994 & Williamson & Titball, 1993). El toxoide de la TA ha demostra-
do estimular protección en animales contra sus efectos letales, sin embargo presenta leves ves-
tigios de toxicidad (Kameyama et al., 1972 & Evans, 1943 & Evans, 1943 & Traub et al., 1991). 
Hasta el momento no se cuenta con una vacuna bien definida contra las enfermedades 
asociadas al CPA, en humanos o animales. (Schoepe et al., 1997 ) y las antitoxinas comerciales 
por otra parte, pueden llegar a ser poco efectivas para evitar la gangrena gaseosa ocasionada por 
el CPA (Traub et al., 1991). 
El presente trabajo describe las condiciones para atrapar la TA de CPA en liposomas y 
su aplicación a ratones Balb/c como vacuna. Algunas observaciones del comportamiento de la 
misma encapsulada en liposomas y la protección que se obtiene ante un desafío de 5 LDso por 
vía I.V. con la TA. 
Otro aspecto relevante del presente, es el efecto adyuvante que nos permite desarrollar 
nuevas opciones en la elaboración de vacunas. Por lo que en este trabajo se buscó información 
del comportamiento de la TA encapsulada en liposomas (L-TA) y la respuesta de protección 
ante un desafío por vía intravenosa contra los efectos letales de la TA. 
ANTECEDENTES 
I . La bacteria y la toxina alfa (fosfolipasa C). 
La bacteria se caracteriza por producir exotoxinas y exoenzimas, las cuales presentan ac-
tividades biológicas y bioquímicas tanto ex vivo, (Mitsui et al.,& 1973 Ninomiya et al., 1994) 
como in vivo (Clarke et aL, 1994). En base a sus principales exotoxinas letales (Tabla 1 ) CL 
Perfringens se dividió en 5 tipos A, B, C, D y E. (Cato et al.1986). El CPA produce las exotoxi-
nas denominadas alfa (a), theta ( 9 ), kappa ( k ), miu ( \i ), y algunas exoenzimas como la neu-
raminidasa, desoxiribonucleasa y la enzima hidrolizante de esfingomielina (Cato et al., 1986 & 
Clarke et al., 1994 & Mitsui et al., 1973), así como otras proteínas no menos importantes como 
la sialidasa, hialuronidasa, colagenasa, proteasa, desoxiribonucleasa y hemaglutinina. (Lyristis 
et al., 1994). 
En combinación, la bacteria y sus toxinas pueden ocasionar la gangrena gaseosa. Este 
problema se presenta cuando una herida se contamina por la bacteria, y el tejido lesionado per-
mite que se produzca un nicho anaeróbico con un potencial de oxidación y reducción suficien-
temente bajo y un pH ácido que permite el crecimiento de la bacteria. Las formas vegetativas o 
en algunos casos esporas inician la infección en el tejido desvitalizado (Stevens & Bryant, 
1993). Generalmente los organismos son depositados en las capas profundas de los tejidos, 
donde se inicia la producción de las toxinas y enzimas. Así, la infección se disemina de 1 a 3 
días hasta producir crepitación en el tejido subcutáneo, exudación y olor fétido de la zona, ade-
más necrosis rápida y progresiva, fiebre y hemólisis hasta llegar a un estado de toxemia, choque 
y muerte (Boyd et al 1972 & Boyd & Thomson, 1972 &, Cato et al., 1986 & Stevens et 
al.,1997). Es capaz de contaminar heridas o asociarse con otras especies de clostridios, como 
el CL nowi tino A ó B y el Cl. septicum y ocasionar la gangrena gaseosa (Boyd & Walker 
1972). 
La TA (Figura 1) desde 1941 ha despertado un particular interés como principal protago-
nista de las infecciones por CPA y los efectos que esta puede tener en los tejidos de animales 
como sustrato de su actividad enzimàtica y letal (Zamecnik et al., 1947). 
Figura.- 1 Conformación de la toxina Alfa. El sitio activo es de color azul. (Tomado de: 
www.cryst.bbk.ac.uk/~bcole04/ambrose.html) 
Así mismo la TA se considera el principal factor patogénico en el desarrollo de las mani-
festaciones tóxicas de la gangrena gaseosa y la septicemia (Zamecnik et al.,1947 & Sato et al.» 
1989). Su alta toxicidad se atribuye a la capacidad para hidrolizar la fosfatidilcolina y la esfín-
gomielina, componentes de la membrana de células eucariota (Lyristis et al., 1994); esta pro-
piedad se conoce como, actividad de fosfolipasa C ya que hidroliza la fosfatidilcolina en fosfo-
rilcolina y 1-2- diacilglicerol. (Logan et al., 1991 & Mitsui et al., 1973 & Ninomiya et al., 
1994). Esta toxina tiene un peso molecular alrededor de 49 kD. (Krug & Kent 1984) y está for-
mada por 370 aminoácidos (Logan et al., 1991 & Sato et al.,1989). 
El interés por su efecto letal y el comportamiento de la TA provocó que se realizaran al-
gunos estudios al respecto. En 1968 Lynch reportó para ratones la relación de los efectos letales 
de la TA, la vía de administración así como la pureza de dos preparados de la toxina, correla-
cionados con el tiempo de sobrevivencia, destacando la vía intraperitoneal como la que mata a 
los animales en un menor tiempo. Mitsui en 1970, reportó una LD50 de 0.11 ¿ig por ratón de 15 a 
17 g vía intravenosa para el purificado que preparó de la toxina. Después, Yamamoto y colabora-
dores en 1972 repitieron el trabajo de Lynch, pero esta vez utilizaron un purificado de la TA 
fraccionado a través de una columna de Sephadex G100 y determinaron la importancia del gra-
do de pureza de los preparados de la toxina para la sobrevivencia de los ratones, además de des-
tacar la vía intravenosa como la que proporcionó una muerte más rápida. Tso por su parte en 
1989, aplicó diluciones en sales de Hanks de la toxina purificada en un volumen de 0.25 mi vía in-
travenosa a ratones Balb/c de 18 a 22 g y observó que la dosis se encontraba en el rango de 0.03 a 
0.1 ng. 
Williams y colaboradores en 1993 describieron para ratones Balb/c de 18 a 22 g que la dosis 
fue menor a 1 |ig vía intraperitoneal. Por otra parte (a través del servicio a clientes) la empresa 
que vende el preparado comercial que se utilizó en este estudio nos informó que para conejos y 
ratas, vía intravenosa la LD50 es de 450 |ig/ Kg. y de 1500 |xg/ Kg. respectivamente, y que con 
relación a ratones desconocían la información. 
La actividad de la toxina puede ser inhibida por anticuerpos contra esta, ya sea ex vivo 
(Schoepe et al., 1997) ó in vivo (Boyd et al., 1972 & Sato et al., 1989). Desde 1943 Evans con 
dos estudios en coballos demostró el efecto de protección de la antitoxina alfa, para prevenir la 
infección ocasionada por la bacteria comparando ésta propiedad con la poca o nula protección 
de la antihemolisina y la antihialuronidasa las cuales no previnieron la enfermedad. Por otra 
parte Boyd en 1972, llevó al cabo un experimento en ovejas donde utilizó balas contaminadas 
con esporas de la bacteria para herir e inocular en la pierna a los ovinos. Después observó el 
comportamiento de la bacteria en los animales desde dos puntos de vista, el primero a través de 
la inmunización pasiva y el segundo de la inmunidad en forma activa, llegó a la conclusión de 
la importancia de tener anticuerpos específicos contra la TA para evitar el establecimiento de la 
enfermedad. 
Tabla.-2 Las principales toxinas de CL perfringens diferencian las condiciones clínicas el tipo A 
es el que mayor interés genera ya que afecta al hombre, el resto solo es de interés para la medi-
cina veterinaria.(Clarke et al., 1994). 
Tipo Condición Clínica T o x i n a s l e t a l e s a 
alfa 
P 
beta 
8 
epsilon 
i 
iota 
A 
Gangrena Gaseosa 
Envenenamiento por alimento 
(Humanos y Animales) 
+ 
B Disenteria en corderos ovejas y cabras + + + 
C Enteritis necrotizante de la post-guerra 
Alemana anteriormente tipo F 
+ + 
D Infección intestinal en corderos, ovejas, 
cabras y posiblemente humanos. + + 
E Ovejas y ganado bovino + 
II. Vacunas para Clostridios en animales. 
En 1977, Kennedy y colaboradores aplicaron un toxoide comercial de CL perfringens ti-
po C en ganado bovino. Durante el estudio midieron la respuesta de anticuerpos en sangre, ellos 
detectaron la presencia de anticuerpos contra la toxina beta antes de iniciar la vacunación y des-
pués de una segunda aplicación observaron un incremento de los niveles de anticuerpos. Así 
demuestran que con este producto se estimuló una buena respuesta inmune por anticuerpos. En 
otro reporte los mismos autores complementaron la vacuna con un toxoide de la toxina epsilon 
de CL oerfringens tipo D, el cual aplicaron en ganado ovino y bovino donde observaron un 
comportamiento de la respuesta inmune por anticuerpos similar al estudio anterior; lo que de-
muestra una buena antigenicidad para este tipo de vacunas. Sin embargo, en ambos estudios no 
describen si la respuesta inmune obtenida protege adecuadamente de la enfermedad ante un de-
safío de la enfermedad. 
Una combinación de varías especies de clostrídios con sus toxoides a la cual se le co-
noce como de 7 vías se utiliza en el ganado de engorda. Esta se acompaña de un adyuvante 
oleoso y tiene la desventaja de ocasionar lesión en el sitio de aplicación además de fiebre y pér-
dida del apetito (Stokka et al., 1994). En términos generales para las principales enfermedades 
ocasionadas por los diferentes tipos de clostrídios en animales domésticos, existen vacunas 
comerciales (Walker, 1992). 
Con relación a CL perfringens tipo A y la TA para provocar inmunidad se ha descrito el 
uso del toxoide, el cual requiere un proceso delicado y bajo condiciones especificas ya que fá-
cilmente pierde su antigenicidad, además permanece con restos de toxicidad (Ito, 1968). 
En 1993 Williamson y Titball, utilizaron técnicas de manipulación genética y produjeron 
fragmentos de la TA con los cuales inmunizaron ratones y reportaron que el fragmento C-
terminal fue el que protegió contra los efectos letales de la toxina, además el mismo también 
protegió ante un desafío de hasta 10 LDlOO de CL perfringens tipo A. 
Recientemente Bennett y colaboradores en 1999 describieron la utilización del virus de 
vaccinia recombinante para expresar este fragmento e inmunizar ratones, ellos observaron que 
ésta provee protección contra un desafío letal con la toxina. 
III. Adyuvantes para vacunas y los liposomas. 
Recientemente los avances tecnológicos han resultado en la producción de vacunas a 
partir de subunidades y péptidos sintéticos pequeños (Azuma,1992). Por lo que el tipo de prepa-
raciones usadas en vacunas tradicionales es actualmente remplazada por inmunógenos mucho 
mejor purificados y caracterizados, lo cual repercute en una mejor repuesta inmune. Así se debe 
considerar que la protección debe ser multifactorial e involucrar a un buen número de antígenos 
(Reddy et al.,1992). Desafortunadamente estas vacunas son poco o nada inmunogénicas y no 
estimulan buena protección si no son administrados con un adyuvante inmunológico (Gregoria-
dis, 1990). Estos últimos están reconocidos por desempeñar principalmente 2 papeles, la esti-
mulación no específica de la resistencia del individuo contra infecciones y cáncer y la potencia-
ción de la inmunogenicidad de las vacunas (Azuma, 1992). Lo más importante para una vacuna 
es proporcionar protección, no tener efectos secundarios adversos, ser barata, estable y adapta-
ble para vacunaciones masivas (Walker, 1992). 
Existen varias formulas de adyuvantes para vacunas; por ejemplo, complejos de saponi-
nas con antígenos protéicos de membrana, polímeros plurónicos con aceite mineral (adyuvante 
completo de Freund), productos bacterianos como el lipopolisacarido (LPS) y el dipéptido de 
muramilo, (MDP), el hidróxido de aluminio (alumbre) y los liposomas (Gregoriadis, 1976). 
Durante los últimos 70 años el alumbre es el único adyuvante aprobado para su uso en humanos 
(Ulanova et al., 2001), aunque los adyuvantes de aluminio han sido utilizados ampliamente, 
existen reportes de nódulos en el sitio de inyección, particularmente seguido de una inyección 
subcutánea mas que una intramuscular. De hecho las sales de aluminio consistentemente indu-
cen reacciones granulomatosas en el sitio de inyección. También se han observado problemas 
asociados con la variación en las preparaciones de aluminio de un lote a otro resultando en va-
cunas con una potencia variable (Byars & Allison, 1987) y se menciona que es poco efectivo 
con algunos antígenos como la hemaglutinina del virus de la influenza y no siempre provoca 
una respuesta inmune celular (Allison & Byars, 1990). En medicina veterinaria existen diferen-
tes adyuvantes para vacunas y por mucho los más potentes son los aceites minerales y sus deri-
vados, desafortunadamente inducen la formación de granulomas en el sitio de la inyección por 
lo que no son aceptados para la vacunación en humanos y aún en medicina veterinaria su uso 
esta severamente limitado debido al daño que se ocasiona a la carne y la pérdida en la canal 
(Stokka et al., 1994). 
Una opción para estimular una respuesta inmune protectora sin los problemas antes men-
cionados son las vesículas de fosfolípidos o liposomas, que se forman cuando los fosfolípidos y 
otros antipáticos polares son confrontados con exceso de agua ocasionando que se orienten or-
denadamente en estrechas membranas de bicapa concéntrica (Gregoriadis, 1976). 
Figura.-2 Esquema de un liposoma donde se aprecia la bicapa de lípidos y espacio donde molé* 
culas hidrosolubles pueden quedar atrapadas 
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Cada liposoma ( Figura 2) representa una lámina bimolecular de lípidos sin romper, en el 
proceso de formación se atrapan o encapsulan agua o solutos si están presentes (Schneider, 
1985). Alternativamente agentes solubles en lípidos y moléculas unidas a ellos pueden ser in-
corporadas a la membrana liposomal (Reddy et al.,1992). Los liposomas se han utilizado por 
ser biodegradabies no tóxicos y fácilmente dirigidos hacia el sitio de acción (Biynestad et al., 
1990). De esta manera se han podido utilizar sustancias que activan las propiedades tumoricidas 
de los macrófagos como el Factor activador de macrófagos (MAF) el interferón gamma (INF-y) 
así como péptidos de muramil encapsulados en liposomas (Fidler, 1985). Por otra parte, se han 
incorporado a los liposomas (Tabla 3) enzimas y hormonas como la citocromo oxidasa, y la 
insulina para administrarse en pacientes deficientes de estas. Los liposomas se han usado para 
ser adyuvante de antígenos bacterianos como la toxina del cólera, el toxoide diftérico y el 
toxoide tetánico (Gregoriadis, 1976). 
Tabla.- 3 Algunos de los antígenos que han sido atrapados en liposomas y descritos como de 
relevancia médica o en veterinaria. (Gregoriadis, 1976). 
Toxoide diftérico. 
Toxoide tetánico. 
Toxina del cólera. 
Antígenos de Mycobacterium leprae. 
Proteínas de Neisseria gonorrheae. 
Streptococcus pneumoniae tipo 3. 
Antígeno de superficie de Hepatitis B. 
Glicoproteina de rabia. 
Péptido de poliovirus 3VP2. 
LPS Salmonella typhimurium. 
Antigenos de tumor (L2C). 
Antigenos de tumor de colon de rata. 
Hexon de Adenovirus tipo 5. 
Antigeno de superficie de fibrosarcoma. 
Para este último, en 1989 Davis y Gregoriadis buscaron una relación adecuada en la 
composición de los liposomas y el toxoide necesario para un efecto adyuvante. Al inyectar a 
ratones con diferentes cantidades de toxoide en forma libre o encapsulado en liposomas de des-
hidratación y rehidratación (DRV) así como unido covalentemente a la superficie de vesículas 
multilamelares (MLV). Dos inyecciones vía intramuscular de cada preparación con intervalo de 
4 semanas entre cada una estimularon la producción de anticuerpos del isotipo IgG predominan-
temente de las subclases IgGi e IgG2b. Además obtienen diferencias en la cantidad de anti-
cuerpos para las distintas preparaciones de liposomas según la concentración de antígeno y 
composición de cada uno. Garcon, y colaboradores en 1988 continuaron con el estudio del 
mismo antígeno encapsulado en liposomas DRV, estudiaron el efecto adyuvante al ligar una 
albúmina manosiliada. Ellos observaron ex vivo, que los liposomas manosiliados se unen selec-
tivamente a macrófagos peritoneales de ratones Balb/c con mayor intensidad que los no manosi-
lados. 
Davis y Gregoriadis en 1989 con el mismo toxoide encapsulado en lioposomas estudia-
ron la respuesta primaria y el efecto adyuvante de algunos mediadores fisiológicos y no fisioló-
gicos. Observaron que la respuesta primaria, que no fue detectable con el antígeno libre, si fue 
con la misma cantidad de antígeno (0.2 jig) proporcionado en liposomas, siendo la mejor res-
puesta en el rango de una proporción de masa de fosfolípido li poso mal por toxoide de ( 37.4:1-
2857: 1). Cuando los rangos fueron mayores el efecto adyuvante se redujo a niveles muy bajos. 
Así mismo el uso de interleucina-2 (IL-2), INF-y y MDP atrapados cada uno junto con el toxoi-
de en las proporciones adecuadas o encapsulados por separado, pero mezclados al momento de 
inyectarlos, redujeron generalmente la respuesta primaria a niveles menores que aquella obteni-
da con el antígeno encapsulado solo. 
Uno de los lípidos más utilizados para elaborar liposomas es la fosfatidilcolina, desafor-
tunadamente la misma, es sustrato de la actividad enzimàtica de la TA. En 1988 Moreau y co-
laboradores describieron la actividad de la toxina sobre monocapas de fosfolípidos de diferentes 
tipos donde destacan a la fosfatidiletanolamina, la fosfatidilserina y el fosfatidilglicerol como 
fosfolípidos resistentes a la actividad enzimàtica de la toxina. Nagahama y colaboradores en 
1996, observaron los efectos de la toxina sobre liposomas multilamelares preparados con varios 
fosfolípidos y colesterol. Ellos mismos en 1998, reportaron que el daño de la toxina en la mem-
brana es debido a la accesibilidad especial del dominio C-terminal de la toxina hacia el residuo 
insaturado acyl graso de la bicapa de fosfatidilcolina, la unión específica del dominio N-
terminal con la fosfatidilcolina y entonces el rompimiento de la unión de fosfodiéster en posi-
ción 3 de la fosfatidilcolina por el dominio N-terminal de la toxina. 
HIPÓTESIS 
La toxina a de Clostridium perfrineens tipo A atrapada en liposomas induce una respuesta in-
mune protectora. 
OBJETIVOS 
Objetivo Principal : Utilizar liposomas como adyuvante para estimular una respuesta in-
mune que proteja a los ratones contra la TA de CPA. 
Objetivos Intermedios: 
1) Calcular la dosis letal media (LDso) en ratones Balb/c con una preparación comercial de la 
toxina. 
2) Elaborar liposomas que en su interior contengan la toxina alfa y medir la eficiencia de atra-
pamiento. 
3) Aplicar el preparado toxina-liposomas en ratones Balb/c vía IM. 
4) Evaluar la respuesta inmune y la protección obtenida, retando a los animales inmunizados 
con 5 veces la LD50. 
Objetivo final: Demostrar que los liposomas pueden ser ideales para obtener una vacuna que 
confiera protección contra los efectos letales de la Toxina alfa de Clostridium perfringens tipo 
A que afecta al hombre y los animales. 
MATERIAL Y MÉTODOS 
• Toxina alfa de CPA tipo XIV liofilizada SIGMA Chemical Co. México. 
• L-A-fosfatidiletanolamina dilauroyl SIGMA chemical Co. México. 
• Colesterol Avanti polar lipids U.S.A. 
• Microplacas 96 pozos fondo plano Nalge Nunc 
• Jeringa plástica desechable calibre 29 x 13 (1/2 pulgada) para 30 unidades de insulina. 
• Tubos Vacutainer con citrato de sodio. 
• Aguja para Vacutainer calibre 23 
a Película blanco y negro APX formato 120 marca AGFA. 
Sol. Amortiguadora de fosfatos salino PBS constituido por: 
1.9 mM NaH2P04 (anhidro) 8.1 mM Na2HP04 (anhidro) 154 mM NaCI 
Ajustar el PHa7.2 (Yamamoto et, al.1972) 
Sol. Amortiguadora de Boratos salino BBS constituido por: 
0.17MNa2B407'10H20 0.12MNaCl 
Ajustar el PH a 7.6 con NaOH (Tso & Siebel.1989) 
Cuando se utiliza para las diluciones seriadas se agrega 0.1 mg de albúmina sérica bovina /mi 
• Centrífuga Eppendorf 5415 C 
• Extruder lipiex biomembranics, Vancouver Canadá 
• Sonicador Branson modelo 3210 
• Centrífuga refrigerada para tubos y placas Beckman 
• Microplate autoreader Bio-tek instruments EL311 
• Campana de flujo laminar Labconco 
• Vortex 
• Microscopio electrónico de transmisión Zeiss EM-109 
• Ultra micrótomo MTX 
I.- Calculo de la dosis letal media LDso 
A.- Preparado de la toxina: Se utilizó un purificado comercial liofilizado de la toxina 
alfa de CPA el cual fue resuspendido en solución amortiguadora de fosfatos salina (PBS) donde 
la concentración final fue de 0.4 mg / mi. 
B.- Ratones: Para este trabajo se utilizaron ratones Balb/c. de 18 a 22 g de peso. Los anima-
les provenían del bioterio de la Facultad de Ciencias Biológicas, los mismos fueron conservados 
bajo régimen de alimentación y agua a libre acceso y en condiciones higiénicas acordes a este 
tipo de ensayos. 
C.- Aplicación de la toxina: La administración de la toxina se realizó en la vena caudal en 
la base de la cola. Los ratones fueron inyectados previa limpieza con gasa impregnada de alco-
hol y aplicación de xilol para provocar dilatación de la vena. Cada dosis de la toxina fue calcu-
lada y ajustada para que el volumen final que se aplicara a cada ratón fuera de 0.25 mi. 
D.- Método de cálculo de dosis media letal: Para obtener la dosis que mata al 50 % de 
la población o LDSO se aplicó la siguiente fórmula acorde al método descrito por Reed y 
Muench. Cada ensayo fue repetido una ocasión. 
1.) Se llena el siguiente cuadro con los datos obtenidos. 
Dosis Vivos Muertos Total de Total de Número Vivos Muertos Acumulado % Mortalidad 
Dosis = llenar con las diferentes dosis 
Vivos = Animales que sobre viven a cada dosis 
Muertos = Animales que mueren en cada dosis 
Total de vivos = Sumar los animales vivos acumulativamente hacia abajo 
Total de muertos = Sumar los animales muertos acumulativamente hacia arriba 
Número Acumulado = Es la suma horizontal de total de vivos y total de muertos 
% Mortalidad = La diferencia entre el total de muertos y el número acumulado expresado en 
porcentaje 
2.) Se aplica la siguiente formula para los datos del cuadro. 
C = A - 5 0 / A - B 
LDso = (C) (D) + *(E) 
Donde se sustituyen los datos. 
A = Porcentaje de mortalidad por arriba del 50 % 
B = Porcentaje de mortalidad por abajo del 50 % 
C = Distancia Proporcional 
D = Logaritmo del factor de dilución 
E = Dilución en la cual el porcentaje de mortalidad esta por abajo del 50% 
* En este caso debido a que el número que se obtiene de la multiplicación (C) (D) es negativo, 
en lugar de ser sumado en forma directa se cambia a positivo y aplica sumado ya que así lo in-
dica la característica. 
3.) Criterio para definir vivos de muertos. 
El criterio fue verificar a las 24 h después de aplicada la TA, aquel ratón que aún pre-
sentaba capacidad para respirar fue considerado vivo sin importar otras condiciones o que falle-
ciera después. 
IL- Elaboración de liposomas y eficiencia de atrapamiento 
A.- Diseño de liposomas: Debido a que no existe experiencia para realizar liposomas con 
la actividad enzimàtica de la toxina intacta, se decidió por su facilidad y versatilidad, elaborar 
vesículas multilamelares grandes (MLV) con fosfatidiletanolamina sintético y colesterol en un 
rango molar de 4! 1 . Los liposomas frieron realizados en apego a la técnica descrita por Brynes-
tad, y colaboradores en 1990, para realizar vesículas multilamelares grandes con algunas mo-
dificaciones, siendo como sigue: 
1.) Elaboración de liposomas. 
1.1) Se procedió a calcular la proporción de masa peso volumen para la fosfatidiletanolamina y 
el colesterol. 
1.2) Se colocó en un matráz de vidrio de 25 mi limpio y estéril, 11 mg de L-A- fosfatidiletano-
lamina, 2 mg de colesterol, 4 mi de cloroformo y 1 mi de metanol, se mezclaron manual-
mente por 15 min. 
1.3) Bajo flujo continuo de N2 y rotación manual constante se evaporó el cloroformo y metanol 
hasta producir una película fina de fosfolípidos en la pared del matraz. 
1.4) La mezcla se hidrató con 5 mi de PBS en el cual se disolvieron 50 ¿ig de la TA. El prepara-
do se selló y guardó a 4 ° C durante 24 h. 
1.5) En baño María la mezcla se calentó de forma gradual hasta alcanzar la temperatura de tran-
sición entre los 45° a 50° C de inmediato se agito en un vortex durante 20 a 30 min hasta 
que se disolvió completamente la película de fosfolípidos y se formaron las vesículas multi-
lamelares con la toxina incorporada. 
1.6) El material obtenido ayudado por nitrógeno a presión es pasado a través de un extrusor, 
para obtener vesículas multilamelares de tamaño uniforme, utilizando membranas de poli-
carbonato de 100 nm de diámetro repitiendo este paso 2 o 3 ocasiones. 
1.7) El resultado del paso anterior, liposomas con TA (L-TA) son colocados en viales de 1 mi y 
almacenados a 4° C hasta ser utilizados. Como control también se elaboraron liposomas a 
los cuales no se agregó la TA. 
2.) Caracterización de liposomas por microscopía electrónica de transmisión. 
La microscopía fue realizada para verificar la formación de liposomas MLV. 
Las muestras se someten al siguiente tratamiento: 
2.1) Centrifugada a 2,500 r.p.m. 5' cada paso. 
2.2) Fijada en glutaraldehído al 2.5% por 30'. 
2.3) Lavada en amortiguador de cacodilatos-sacarosa por 5*. 
2.4) Postfijada en tetraóxido de osmio 2% por 30'. 
2.5) Lavada en el mismo amortiguador por 5'. 
2.6) Colocada en nitrato de uranilol%, acuoso, por 30'. 
2.7) Lavada en el mismo amortiguador por 5'. 
2.8) Deshidratada en: 
Acetona 30% por 5' 
Acetona 50% por 5' 
Acetona 70% por 5' 
Acetona 90% por 5' 
Acetona 100% por 5' 
2.9) Preincluida en la mezcla acetona-resina epóxica (1:1), toda la noche a 4°C. 
2.10) Incluida en resina epóxica pura a temperatura ambiente por hora. 
2.11) Polimerizada a 60°C. 
Los cortes semifinos se realizaron con cuchillas de vidrio en ultra micrótomo y se tiñeron con 
azul de metileno, se observaron y fotografiaron en fotomicroscopio. Los cortes finos se contras-
taron con acetato de uranilo y acetato de plomo para ser observados al microscopio electrónico 
de transmisión. De donde se tomó el registro de las imágenes. 
B.- Extracción de la toxina de los liposomas: Para conocer la cantidad de toxina que 
fue atrapada en liposomas, se procedió a extraer la misma con el siguiente procedimiento: 
X.) Lavado de liposomas. 
Las moléculas de TA que se quedaron sin incorporar en el exterior de los liposomas fueron 
eliminadas con el siguiente procedimiento: 
1.1) La suspensión de L-TA obtenida fue centrifugada 5 min a 12000 r.p.m. obteniéndose un 
sedimento adherido en el fondo del vial. 
1.2) Por decantación la solución de PBS-TA fue desechada. 
1.3) El sedimento se resuspende al agregar lml de PBS y agitación manual, se repitieron los 
pasos anteriores en 3 ocasiones. En el último solo se resuspendio el preparado. 
2.) Sonicado de liposomas. 
Una vez lavados los liposomas y para romper la estructura bipolar que se forma por parte de 
los lípidos y extraer la TA del interior de los liposomas se utilizó la sonicación como se describe: 
2.1) Diferentes viales de liposomas lavados son colocados en el aparato sonicador durante 3,5, 
10, 15 y 20 min. 
2.2) Así mismo se coloco un mi de PBS en un vial con una concentración conocida de TA para 
ser sonicada en forma paralela. 
3.) Choque térmico. 
La TA en PBS y los L-TA lavados fueron sometidos a un choque térmico de -20° C hasta 
37° para ocasionar la cristalización y ruptura de la bicapa de lípidos y liberar la TA. 
3.1) En viales de 1.5 mi fueron colocados 1 mi de L-TA y 1 mi de TA en PBS en una concen-
tración de .125 \ig / mi. 
3.2) Estos viales fueron congelados por 24 h a -20° C 
3.3) Los viales congelados fueron colocados en un baño María a 37° C hasta que volvieron a 
recuperar el estado líquido, aproximadamente 4 min. 
3.4) Las muestras son centrifugadas 5 min a 12 000 r.p.m. y el sobrenadante es colocado en via-
les nuevos para la prueba de hemólisis. 
C.- Act ividad hemolí t ica de la toxina a l fa ; Una vez libre la TA de los liposomas se 
procedió a calcular su actividad hemolítica y así estimar la cantidad de TA liberada, para lo cual 
se utilizó la prueba de hemólisis en microplaca con frío y calor, en base a la técnica descrita por 
Tso y Siebel en 1989 con algunas modificaciones que a continuación se detallan: 
1.) Obtención y preparación de eritrocitos de carnero. 
1.1) Mediante punción de la vena yugular aguja calibre 23 y con sistema de tubos con vacío 
comerciales con citrato de sodio como anticoagulante, se extrajo sangre de ovinos adultos 
de raza pelibuey previa depilación y limpieza de la zona. 
1.2) La muestra de sangre fue centrifugada a 4° C a 2000 r.p.m. 10 min. 
1.3) El plasma y los leucocitos fueron retirados, solo se conservaron las células rojas. 
1.4) Los eritrocitos fueron lavados por lo menos 5 veces con solución isotónica amortiguadora 
de boratos (BBS) y las células fueron suspendidas al 1% (vol/vol) en la misma solución. 
2.) Prueba de hemólisis en frío y calor en microplaca. 
2.1) Para hacer diluciones seriadas al doble en una placa de 96 pozos fondo plano se colocó por 
duplicado una cantidad conocida de la TA disuelta en BBS al cual se le agregó 0.1 mgV mi 
de albúmina sérica bovina, para un volumen final por pozo de 0.15 mi. 
2.2) En la misma placa se colocó 0.15 mi del sobrenadante de L-TA lavados o los problemas a 
verificar. 
2.3) De los eritrocitos de carnero preparados se agregó 0.15 mi a cada pozo para un volumen 
final de 0.300 mi. 
2.4) Se incubó en baño María a 37° C 30 min. seguido de un enfriamiento a 4° C por el mismo 
tiempo. 
2.5) Después de centrifugar la placa a 2500 r.p.m. por 10 min se tomaron 200 \ú para determi-
nar la liberación de hemoglobina en un lector de microplacas a 540 nm. 
3.) El calculo de la eficiencia de atrapamiento de la TA. 
Las lecturas obtenidas en el lector son promediadas y se analizan en una prueba de regre-
sión lineal simple. 
III Aplicación del preparado toxina-liposomas (L-TA) 
Para la aplicación de la L-TA se tomo como referencia el esquema utilizado por Logan y 
colaboradores en 1991 con algunas adecuaciones. Phillips y Emili en 1992 describen en su trabajo 
la importancia de la vía intramuscular para estimular predominantemente anticuerpos de la clase IgG 
y del isotipo IgGl en liposomas compuestos de fosfatidilcolina y colesterol, motivo para utilizar esta 
via de administración. 
A.- Estrategia de inmunización. 
Se aplicó una dosis inicial £ ng/ ratón del preparado L-TA en el grupo de músculos del 
fémur de cada animal (Fig. 3) seguido de una segunda y tercera aplicaciones iguales a la prime-
ra, con intervalo de 7 días entre cada una de ellas. 
B.- Modelo animal. 
Para esta parte se utilizaron ratones (Fig. 3) Balb/c. de 10 a 14 g de peso. Un grupo placebo in-
munizado con liposomas sin TA y otro grupo inmunizado con L-TA. Cada grupo constó de 6 
elementos y la prueba se realizó por duplicado. 
Fig.- 3 La suspensión de L-TA fue aplicada en cada ratón de la cepa Balb/c en el miembro pos-
terior derecho inicialmente e intercambiando de lado en cada subsiguiente aplicación. 
IV.- Desafío de animales. 
7 días después de finalizar el esquema de inmunización se realizo el desafío por vía in-
travenosa en la base de la cola con 5 LD50 / ratón (12.7 ng). Los ratones fueron observados por 
24 h para fines de medición de la prueba, sin embargo los sobrevivientes se conservaron en ob-
servación por 6 semanas. 
RESULTADOS 
L- Calculo de la dosis letal media. 
A.) Llenado de cuadro para aplicar el método de Reed y Muench. 
El primer ensayo se realizó con 3 grupos de 6 ratones cada uno (Tabla 4) y la dosis de 
inicio fue la que se reporta con mas frecuencia en la literatura. Donde ningún animal murió, por 
lo que se decidió explorar dosis mayores y posteriormente menores tablas 5,6, y 7. 
Tabla.- 4 Los ratones utilizados para esta dosis manifestaron en términos generales síntomas 
como pelo hirsuto, depresión, anorexia, necrosis leve en la zona de aplicación pero no murieron 
Dosis Vivos Muertos Total Vivos Total muertos Núm. acum.. % Mortalidad 
llOng. 6 0 30 0 30 0% 
50 ng. 6 0 20 0 20 0% 
10 ng 6 0 10 0 10 0% 
Tabla.- 5. En este ensayo con el propósito de consumir un número menor de ratones se redujo el 
número de elementos por grupo. Todos los ratones fallecieron en menos de 3 h. 
Dosis Vivos Muertos Total Vivos Total muertos Núm. acum.. % Mortalidad 
20 U8 0 3 0 9 9 100% 
15 ns 0 3 0 6 6 100% 
10 US 0 3 0 3 3 100% 
Tabla.- 6. Las observaciones para este ensayo son las mismas que en el grupo anterior con dife-
rencia de que requieren mas tiempo para morir y que dos ratones sobreviven en la dosis mas 
baja. 
Dosis Vivos Muertos Total Vivos Total muertos Núm. acum.. % Mortalidad 
S\ig 0 3 0 10 10 100% 
4ng 0 3 0 7 7 100% 
0 3. 0 4 4 100% 
2ng 2 1 2 1 3 33% 
Tabla.- 7. Para esta prueba en cada grupo el factor de dilución se diferencio 0.2 j¿g entre cada 
uno, observándose una distribución adecuada para aplicar el método de Reed y Muench. 
Dosis Vivos Muertos Total Vivos Total muertos Núm. acum.. % Mortalidad 
3ng 0 6 0 21 21 100% 
2.8 ng 0 6 0 15 15 100% 
2.6 ng 2 4 2 9 11 81% 
2.4 pg 3 3 5 5 10 50% 
2.2 US 4 2 9 2 11 18% 
B.) Aplicación de datos del cuadro a la fórmula* 
C = 8 1 - 5 0 / 8 1 - 1 8 
C = 31/63 =0.49 
LDso = (0.49) (-0.698) + *(2.2) 
LDso= (-0.342) + *(2.2) 
LD50 = 2.54 jxg / ratón Balb/c de 18 a 22 g de peso vía intravenosa. 
II.- Liposomas y eficiencia en el atrapamiento. 
A.) El calculo para la proporción de masa peso volumen. 
Para la fosfatidiletanolamina y el colesterol fue de la siguiente manera. 
Fosfatidiletanolam ina 
g = Masa Volumen Peso Molecular 
g = (4 x 10"3) 
g = 0.011596 
-3> g = (1 x 10 ) 
g = 0.001933 
(0.005) 
mg= 11 
Colesterol 
(0.005) 
mg= 1.9 
(579.8) 
(386.7) 
B.) Medición de la actividad hemolítica de las diferentes preparaciones. 
En la tabla 8 se aprecia un comparativo de las pruebas realizadas. En los liposomas lava-
dos con y sin TA atrapada no fue posible detectar actividad hemolítica, las pruebas se realizaron 
al finalizar la elaboración de los liposomas y después de 6 semanas de refrigeración. 
Las muestras de L-TA que fueron sonicadas durante 5, 10 y 15 min. no mostraron actividad 
hemolítica. Sin embargo a los 20 min. la actividad fue calculada en 0.036 ng /^l aproximada-
mente. 
Cuando la TA en PBS fue sonicada durante 3 min no se apreció ^Iteración en su actividad 
hemolítica pero al ser sonicada 5 min o más perdió la mencionada actividad. 
El material que se obtuvo del primer paso del lavado de liposomas dió una medición de 0.846 
ng / \ú . No se detectó actividad hemolítica en el resto de los lavados. 
El choque térmico, no ocasionó alteración aparente a la TA en su actividad hemolítica. 
Los L-TA sometidos al choque térmico mostraron actividad hemolítica de 0.38 ng / \i\ 
Tabla.- 8 La TA no sufre alteración en su actividad hemolítica por efecto del choque térmico, 
sin embargo es susceptible al efecto de la sonicación. 
Liposomas sin TA 
lavados 
Actividad hemolítica no 
detectable 
TA sonicada 3' (0.5 ng/¿il) Actividad hemolítica sin alteración 
TA sonicada 5'o más (0.5 ng/jil) Actividad hemolítica no 
detectable 
L-TA lavados Actividad hemolítica no 
detectable 
L-TA sonicados 
15'o menos 
Actividad hemolítica no 
detectable 
L-TA sonicados 20' 0.036 ng / \ú 
Solución PBS-TA 
1er lavado 0.846 ng / jal 
TA choque térmico (0.5 ng/^I) Actividad hemolítica sin alteración 
L-TA choque térmico 0.038 ng / ul 
C.- Fotografías y descripción de los liposomas 
El método para elaborar liposomas que se utilizó, dio como resultado vesículas de 
aproximadamente 150 nm de diámetro con espacio central interior grande y una lámina do-
ble estrecha de por lo menos dos capas de una combinación 4 a 1 de fosfatidiletanolamina y 
colesterol respectivamente las imágenes de la fotografía original, han sido aumentadas de 
tamaño para ser apreciadas de mejor forma. Algunas fueron marcadas con un color para se-
leccionar el centro del liposoma la magnificación total varía de 28,800 hasta 120,000 au-
mentos. 
Figura.-4 Esta fotografía muestra liposomas de tamaño similar, la imagen original fue tomada a 
28,800 aumentos y se ha magnificado con la computadora tratando de distorsionar lo menos 
posible la forma original de la misma y llegar a apreciar mejor la forma esférica de los liposo-
mas, sin embargo uno de ellos pierde su mencionada forma, por razones desconocidas. El espa-
cio central fue señalado con un marcador. La fotografía es en blanco y negro. 
Figura.-5 En esta imagen tomada a 120,000 aumentos se aprecia dos vesículas aparentemente de 
diferente tamaño sin embargo la mas pequeña podría ser solo una parte de la esfera. En la su-
puesta grande se aprecia el espacio central interior amplio y una línea doble estrecha de por lo 
menos dos láminas de fosfoíípidos formando bicapas con un breve espacio acuoso entre ellas. 
Figura.-6 De la figura 4 utilizando la computadora se seleccionó una sección para aumentarla de 
tamaño y tratar de apreciar la línea doble estrecha formada por las dos láminas de fosfolípidos 
ordenadas en bicapas. El espacio acuoso entre las bicapas no se aprecia totalmente. 
III.- Desafio de animales inmunizados 
La sobrevivencia de los animales después de 24 h se describe en el Tabla 9. El 66 % de 
los ratones sobreviven al período de observación inicial, después de 72 hs. aproximadamente 
solo el 33.3 % de los animales se encontraron vivos. Los sobrevivientes presentaron necrosis de 
la zona donde se aplicó la TA. Después de 14 días se recuperaron por completo de la lesión, 
solo se observó la cicatriz en el sitio de aplicación de la TA. Figuras 7,8 y 9. 
Tabla.- 9 Después de 24 h un animal muere, manifestándose letárgico con respiración aumenta-
da y superficial así como posteriormente otro ratón comienza a presentar incoordinación antes 
de morir. 
Inmunización % Sobreviven-cia /24 h 
% Sobreviven-
cia/48 h 
% Sobreviven-
cia/72h 
%Sobreviven-
cia / 6 sem. 
L-TA 0.3ng/ratón 66.6 50 33.3 3S.3 
Liposomas sin TA 0 
Sin inmunizar 0 
Figura.- 7 En esta imagen se aprecia la zona perianal en uno de los ratones utilizados para este 
ensayo donde hay deformación por la necrosis ocasionada por la toxina. 
Figura.-8 En esta imagen se puede apreciar la zona granulomatosa en la parte lateral izquierda 
de las primeras vértebras coccígeas. Zona donde fue aplicada la toxina. 
Figura.-9 En esta imagen se aprecia una zona alopécica después de catorce días de haber sido 
aplicada la toxina no hay granulomatosis aparente solo la lesión en piel y después de seis sema-
nas el pelo no creció. 
DISCUSIÓN 
El CPA produce en medio de cultivo varías exotoxinas y en forma paralela algunas en-
zimas, siendo la TA la principal, por su actividad biológica y bioquímica es conocida como le-
tal, hemolítica, necròtica y de fosfolipasa C.(Krug, 1986 & Nagahama et al., 1998) 
La información que existe con respecto a la dosis letal media es muy similar pero se 
aprecian algunas variaciones que dependen de cómo se obtiene la toxina, la forma de purificar-
la, la edad, o peso de los ratones y la vía de administración. Schoepe en 2001 reportó una dosis 
de 1.6 ¿ig para ratones NMRI de 6 a 8 semanas de edad vía intraperitoneal con un peso aproxi-
mado de 26 g. Este dato no coincide con lo que se observó en este trabajo ya que la LDso calcu-
lada supera por poco menos de 1 jig al reporte más reciente. Sato y colaboradores en 1989 des-
cribieron en su trabajo que cuando la TA se trata entre 50° y 70° C ésta forma agregados y su 
actividad enzimàtica se pierde, sin embargo entre los 80 y 100° C la TA se torna monómero y 
recupera su actividad enzimàtica. Otra observación que los mismos hacen es que la toxina 
cuando se trata con EDTA, reduce su actividad en un 20% con respecto a la toxina original. Al 
agregar zinc o al calentarse a 90° C la actividad se recupera casi por completo. Así mismo men-
cionan que estas toxinas modificadas muestran diferente afinidad con respecto a anticuerpos 
monoclonales, resultado que podría reflejar una alteración estructural de la toxina modificada. 
En 1984 Krug describe a la TA como una metalo-enzima ya que requiere para su actividad de 
iones de zinc. Moreau en 1988 reporta que los ionps de calcio son esenciales para la unión a los 
lípidos mientras que los iones de zinc están involucrados específicamente en la hidrólisis catalí-
tica del sustrato, por lo tanto para tener una actividad completa se requiere simultáneamente de 
ambos iones. Al cuestionar al proveedor de nuestras observaciones ellos respondieron que la 
actividad de fosfolipasa, que se ostenta en la etiqueta del producto no se ve alterada por el pro-
ceso de liofilización, pero mencionan desconocer si por el mismo se afecta la actividades hemo-
lítica y letal de la TA. Estas actividades se localizan en diferentes epítopos de la toxina y son 
independientes (Schoepe et al., 1997). Mollby en 1976 compara estas actividades mediante una 
cepa de referencia y cepas que provenían de aislamientos frescos humanos, destacando que en 
algunos casos las actividades mencionadas son iguales pero en otros es superior, lo cual de-
muestra diferencias entre bacterias de la misma especie. Por otra parte Murrell y colaboradores 
en 1993 observan que quizás debido al almacenado de las muestras con las que trabajaron la 
enterotoxina de Clostridium perfringens perdía la actividad letal en ratones. 
En este estudio hemos utilizado un purificado comercial liofilizado y reconstituido en 
PBS situación que no se observa en las referencias revisadas, los argumentos antes expuestos 
quizás explican en cierto grado la diferencia entre los resultados de este trabajo y lo reportado 
en la literatura aun y cuando el proceso de liofílización no debería alterar la actividad biológica 
de la TA. 
En relación al fosfolípido utilizado podemos mencionar que la fosfatidilcolina debido a 
sus características es uno de los lípidos más utilizados para elaborar liposomas desafortunada-
mente la misma, es sustrato de la actividad enzimàtica de la TA. Nagahama y colaboradores en 
1996, reportaron los efectos de la toxina sobre liposomas multilamelares preparados con varie-
dades de fosfatidilcolina y colesterol. En 1998 ellos mismos describen que el daño por la TA en 
la membrana es debido a la accesibilidad especial que presenta el dominio C-terminal de la 
misma hacia el residuo insaturado acyl graso de la bicapa de fosfatidilcolina. En 1988 Moreau y 
colaboradores describieron la actividad de la toxina sobre mono capas de fosfolípidos de dife-
rentes tipos donde destacan a la fosfatidiletanolamina, la fosfatidilserina y el fosfatidilglicerol 
como fosfolipidos resistentes a la actividad enzimàtica de la toxina. Estas observaciones nos 
llevaron a utilizar fosfatidiletanolamina como principal lípido y como elemento estabilizador de 
la estructura de la bicapa se agregó colesterol (Schneider, 1985). Ésta mezcla brindó liposomas 
multilamelares de aproximadamente 150 nm con capacidad de atrapar la TA. Además los mis-
mos, demostraron ser estables en refrigeración por lo menos durante seis semanas y resistentes 
al efecto de sonicación hasta por quince min. Sin embargo un choque térmico de -20° C hasta 
37° C fue suficiente para lograr romper los liposomas y liberar su contenido. 
Con respecto a la integridad de la L-TA al ser aplicada a los ratones, se puede decir que 
aparentemente conservó su estructura ya que durante el ensayo no fue posible apreciar algún 
signo clínico de toxicidad, dolor al inspeccionar manualmente el miembro o daño en la zona 
donde se inyectó, sin embargo al considerar la cantidad tan pequeña de TA que fue aplicada, no 
es factible apreciar clínicamente algún daño por la posible liberación de la toxina. Uzal y cola-
boradores en 1999 atraparon la toxina iota de Clostridium perfringens tipo D y lo aplicaron en 
cabras, ellos describen en su trabajo que considerando las condiciones de ese experimento al 
igual que nosotros no podríamos aseverar que no existe daño a nivel de tejidos o garantizar que 
la toxina permanece en el interior del liposoma. Como antecedente de la resistencia de los lipo-
somas en tejidos, Gregoriadis en 1976 describe que liposomas examinados al microscopio elec-
trónico antes y después de haber sido incubados con plasma mostraron retener su forma esféri-
ca, y menciona que mientras las proteínas estén atra^atj^s 6 0 e ' interior (Jgl liposoma ambos 
comparten el mismo destino. También reporta que la neuraminidaza dp Clostridium perfrineens 
atrapada en liposomas permaneció latente a todos los intervalos de tiempo que fue examinada, 
la actividad se detectó solo hasta que los liposomas fueron desbaratados por el uso de un deter-
gente. Estas observaciones pudieran ser apreciadas en los liposomas aquí obtenidos sin embargo 
analizar el comportamiento de los mismos en el tejido animal no es competencia de este traba-
jo. 
En lo que concierne a la vía de administración podemos mencionar que Phillips en 1991 
obtuvo una respuesta de anticuerpos en ratones Balb/c del isotipo IgG predominantemente IgGl 
para tres diferentes antígenos de origen proteico razón para aplicar la L-TA vía intramuscular. 
La dosis que se utilizó fue aproximadamente 3 ng / ratón en tres ocasiones, suficiente para es-
timular una respuesta que protegió parcialmente contra el efecto letal de la TA. 
Para este trabajo nuestra intención no fue establecer una dosis adecuada para la inmuni-
zación, solo se buscó ver si se podía atrapar la toxina en liposomas y si esto podía proteger a los 
ratones contra un desafío letal con la TA. Por lo que consideramos que estudios posteriores 
sean diseñados para establecer la dosis apropiada para la inmunización en un protocolo de do-
sis-respuesta, la incorporación de la toxina en los liposomas con relación al rango de masa de 
fosfolípidos y toxina y la respuesta inmune que se obtiene. 
CONCLUSIONES 
La dosis letal media que se observa en este trabajo es mayor a los reportes encontrados 
en la literatura. Creemos que la toxina se pudo haber afectado por el proceso de liofilización y 
que por lo menos la actividad letal sufrió una leve alteración. Desconocemos si las demás acti-
vidades biológicas se ven afectadas ya que no fue interés de este trabajo buscar alteraciones de 
esa índole. 
Bajo las condiciones descritas para este ensayo hemos demostrado que es posible, utili-
zando una preparación comercial, atrapar la TA en liposomas y que el material la preparación 
obtenida es estable en refrigeración por lo menos durante 6 semanas. La misma dista mucho de 
ser la mejor con respecto a la cantidad de toxina atrapada empero el procedimiento utilizado de 
inmunización con L-TA provoco protección contra los efectos letales de la TA, en más de la 
mitad de los ratones utilizados en el desafío. 
Aun y cuando no esta definido cual es la mejor concentración de antígeno en liposomas 
para el proceso de inmunización con L-TA, los datos observados en este trabajo son punto de 
referencia para buscar mejorar el diseño de los liposomas. Quedando claro que se debe de op-
timizar la relación del rango molar para buscar una mayor concentración de toxina atrapada. Lo 
cual puede representar una mejor respuesta inmune y lograr elaborar una vacuna que proteja 
contra las enfermedades ocasionadas por el CPA. 
PERSPECTIVAS 
El haber logrado atrapar la TA en liposomas, aplicarla en ratones y provocar la protección de 
los mismos contra los efectos letales de la toxina, solamente es el primer paso de temas posibles de 
investigación; conocer si la relación de la toxina atrapada en liposomas es la mejor para estimular 
protección, si la vía de administración es la adecuada para este preparado, es lo observado en rato-
nes aplicable a otras especies, conocer el comportamiento de la L-TA a nivel tisular, que tipo de res-
puesta inmune se desencadena. Estos temas son de interés si pensamos en elaborar un biológico que 
pueda ser utilizado para inmunizar a humanos y evitar la infección por esta bacteria, además es per-
tinente recordar que es considerada un arma biológica y no existe una vacuna adecuada para huma-
nos. Éste trabajo solo es la preparación de un campo fértil dentro de la investigación en las áreas de 
la inmunología y microbiología con respecto a Clostridium perfringens y la toxina alfa. 
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